












































らは見出した。しかし、RB はがんに集積しない。この課題を解決すべく、本研究では RB に腫
瘍集積性を付与した誘導体、RB 誘導体（以降 RBD）の開発に取り組んだ。RB ががんに集積
すれば、患部に集束した超音波とのキャビテーション誘導、音響化学活性のトリプルターゲテ
ィングでがん部にアプローチできる、選択性が高くて安全な治療法となることが期待できる。 

















えた 3種類の誘導体の計 6 種の化合物の水および 1-Octanol への溶解度および分配係数を
評価することにより、腫瘍集積性と両親媒性の相関関係を提示し、腫瘍集積性化合物設計に
おける両親媒性付与仮説を実証した。 
第 3章 腫瘍集積性 RBDの音響化学的特性の評価 













第 4章 腫瘍集積性 RBDを用いた音響化学治療の試み 


















である Sonazoid（以降 SZ）の添加効果を in vitroでの細胞障害性の評価にて検証し、増強効
果を実証した。RBDと SZを併用した場合、超音波照射時間僅か 5秒で超音波単独の 20倍、
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厚生労働省がまとめた我が国の人口動態 1)によると、日本における 2015年の死因第 1位は
悪性新生物「がん」であった。1981 年に脳血管疾患に代わって死因 1 位になって以来、34 年
連続の 1 位である。死亡者数も増え続け、2015 年は 37 万人を超えた。これは日本人の死亡
者総数の約 30%を占める（図 1.1）。 
 
図 1.1 主な死因別にみた死亡率の年次推移（1947 年‐2015 年） 
平成 29 年我が国の人口動態（厚生労働省政策統括官）死亡の動きより転載 1)。 






＊4：平成７年の脳卒中の上昇の主な要因は、ICD-10（平成 7 年 1 月適用）による原死因選択ルー
ルの明確化によるものと考えられる。 




対がん 10 か年総合戦略や、その集大成としての 2008 年のがん対策基本法制定と、「がん」と
いう病を人類最大の敵の一つとして、その撲滅に向けての対策を一貫して実施してきた。その
成果も出てきており、国立がん研究センターが発表している全がん 5年生存率 2)は、1993年‐
1996年の 53%から、2006年‐2008年では 60%を超えた。つまり、がんと診断されても 3人に 2
人は 5年以上生存できるようになってきたのである（図 1.2）。 
 
 











す。2012年では、55歳以上の罹患者数が顕著に増加しており 1975年の 5倍以上の 76万人
となっている。その内、年齢的に手術による治療が難しいと考えられる 80 歳以上の罹患者は
20万人を超えている。 
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また 20 歳から 59 歳までの罹患者数は 1975 年の 6 万人弱から 2012 年には 15 万人超の
倍増となっている。 
近年の傾向として、就業層のがん罹患者数の増加と生存率の向上に伴い、日常生活は元
より、仕事を続けながら治療を行う罹患者が増えてきた。図 1.5 は厚生労働省が 2010 年の国
民生活基礎調査を元に集計した、仕事を持ちながら通院でがん治療を行っている罹患者数




























図 1.5 仕事を持ちながら悪性新生物で通院している罹患者数  
厚生労働省資料「がん患者の就労や就労支援にかんする現状」より転載 3)。 





















表 1.1 がんの三大治療法とその特徴 
 外科療法 化学療法 放射線治療 



































































ミア 15)、加熱凝固療法 16)-20)等が応用例である（図 1.6）。前者は体温より若干高い 42℃程度の
穏やかな加熱を数 10分続け、後者は 60℃以上の高温に至る超音波を数秒照射し、生体のタ
ンパク質成分を変成させることにより、治療効果を得る。後者は High intensity focused 


























図 1.7 超音波キャビテーションの生成過程 20) 
溶液中を超音波が伝搬する過程で生じた気泡核が音波による振動で膨張と収縮を繰り返しながら
成長し、照射超音波の周波数と共振するまで成長した段階で圧壊する。  








































に採用し、1.1.3で述べた ATX-70や ATX-S10 といった化合物を見い出した 6), 8), 10)。 
 
 





















発生すること、生じたキャビテーションで化学反応が促進することを報告している 30), 31)。 
それから 10年後の 2010年前後より、Cain らのグループは、数 10 MPa といった非常に大き
な振幅の負圧を持つ超音波パルスを数s 照射するという、超音波照射装置の進化に追随し
た照射方法を開発した 24), 29), 32), 33)。本照射法で生じたキャビテーションはその機械的作用の
みで生体組織を破壊（Histotoripsy）することが可能である。 
Cainらに続き、Umemuraらのグループは、上記方法でキャビテーションを起こし、生じたキャ
ビテーションを安定に持続させるTrigger pulse法を開発した 34), 35)。これは、非常に高い強度の






























上記二つ目の役割として、著者の共同研究者らは Rose bengal（以降 RB）、Phloxine B、
Erythrosine B、TetrachlorofluoroceinといったXanthene系色素の一部が、進行波条件でもキャ
ビテーションを誘導する性質を示すことを見出した 37)。 中でもRBとPhloxine Bは超音波単独
照射の 1/5 以下の超音波強度でキャビテーションを誘導する。Xanthene 系色素の表面張力、
粘度、泡立てた場合の泡の持続時間が評価されており、RB、Phloxine B は界面活性剤





Xanthene 系色素は化学 38)、生物学 39)、医学 40)の分野において光増感剤として利用されて
おり、光照射によって、活性酸素種を生成することが知られている。中でも、最も高いキャビテ
ーション誘導能を示した RB は光照射によって 100%近い量子収量で 1 重項酸素を生成する
ことが知られている 41)。波長 514 nmの光照射で細胞の原形質膜の破壊を誘導することも知ら
れており 42)、超音波照射によって、抗腫瘍効果を示すことが十分期待され、著者の共同研究















至り、腫瘍集積性 RBDの開発を行うこととした（図 1.10）。 
 
 


























































音響化学治療用化合物 腫瘍集積性 RBDの開発 
  






である Rose bengal（以降 RB）への腫瘍集積性の付与について検討した。 
光増感剤としても音響化学活性化合物としても知られる Porphyrin系化合物において、腫瘍
集積性を付与する研究がなされており、親水性と親油性を併せ持つ両親媒性が腫瘍集積性
に寄与していることを示唆している報告がある 45)-47)。この仮説を元に RB に両親媒性を付与し

















織への集積に差をつける方法で EPR効果（Enhanced permeability and retention effect）48)-50)と
呼ばれている。腫瘍組織ではその旺盛な増殖を維持するために血管が新生され、その血管
壁は通常の血管壁よりも細胞間の間隙が広い。化合物のサイズが数 100 nm 以上になると正
常組織の血管壁を通過できないが、腫瘍では血管壁を抜けて組織に到達するため受動的に
腫瘍に送達される。 
EPR 効果は高分子の化合物に特有の現象ではあるが、低分子の化合物で EPR 様の効果
を得ている化合物がある。光増感剤としても音響化学活性化合物としても知られる Porphyrin
系化合物は分子量 1,000程度、サイズを大きく見積もっても数 10 nmの化合物であり、特にが
ん細胞を特異的に認識するリガンドを持たずに腫瘍に集積する性質が知られている。 
- 23 - 
 






Nakajima ら 45)は Porphyrin系化合物の豊富なπ電子が血清アルブミン、LDL（Low density 
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2.1.2腫瘍集積性 RBDの分子設計 
腫瘍集積性 RBD として、図 2.2に示す 3種類の誘導体を設計した。 
RB は水に良く溶けるが、有機溶媒には溶け難いため、両親媒性誘導体を得るためには親
油性を付与する必要がある。まず、親油基である Alkyl 鎖のみを導入した誘導体 RBD1 を設
計した。Alkyl鎖の導入位置は反応性に富む C2’位とした。 
RBD1 では RB が 2 つ保有している親水基、Carboxyl 基（COO-）と水酸基（O-）の前者を
Alkyl鎖の導入で使用する。これにより、RBD1は親水基を一つ失うため、親水性が著しく低下
する可能性がある。そこで、親油基と親水基を同時に導入する誘導体RBD2とRBD3も設計し




図 2.2 RB および RBD の化学構造式 
RB：出発物質。RBD1：親油基 Alkyl 鎖のみを導入。RBD2：末端に親水基 Carboxyl 基をもつ親油基
Alkyl鎖を導入。RBD3：分岐で親水基 Carboxyl基をもつ親油基 Alkyl鎖を導入。 
  



























料は光路に対して 45度の角度で設置した。組織試料は 1 cmの水晶セルの内壁に貼りつけ、
セルごと固体試料固定具（Hitachi 650-0161）に装着した。 
本装置にてRBおよびRBDを含む組織切片の蛍光スペクトルを測定し、励起波長530 nm、
蛍光検出波長 580 nmが RB系化合物の蛍光強度測定に最適な波長であることを見出した。
また、今回腫瘍集積性の比較対象とした腫瘍集積性 Porphyrin系化合物 ATX-70に関しては
励起波長 410 nm 、蛍光検出波長 580 nmを採用した。なお、化合物を含まない組織切片の
蛍光スペクトルを測定し、上記励起波長 530 nmおよび 410 nmでは自家蛍光は検出されない
ことも確認した。組織の自家蛍光の測定は励起波長 337 nm、蛍光検出波長 460 nm とした。 
化合物、自家蛍光それぞれに最適な波長で蛍光強度を測定し、（組織中の化合物の蛍光
強度）／（化合物組織の自家蛍光）からなる蛍光インデックスを算出して各化合物の生体内の







図 2.3 組織試料内の化合物濃度の評価実験セットアップ 
生体組織内の化合物濃度を組織から抽出することなく、組織切片から直接測定できる、スクリーニング








鳴装置（Bruker；MA、U.S.A.）で測定した。溶媒は Dimethyl sulfoxide（以降 DMSO）-d6 を使
用した。Tetramethylsilane（以降TMS）を内部標準とし、化学シフト値（ppm）と J値（Hz）を求め
た。合成した化合物の赤外（Infrared；以降 IR）スペクトルは I-3000 分光計（日立製作所；日本、
東京都）で測定した。化合物の高分解能質量分析（High resolution mass spectrometry；以降
HRMS）は株式会社東レリサーチセンター（日本、東京都）に委託した。 
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（2）試薬 







図 2.2に示す 3種類の誘導体を式 2.1に示す経路で合成した。 
Lamberts らが RBの C-2’ Benzyl ester, C-6 sodium salt誘導体の合成で報告した方法 53), 54)
を応用して、RBの C2’の Carboxyl基と Alkyl bromideによる Ester化反応で、目的とする置換
基を C-2’に導入した。置換基の導入に RBD1（2, RB, C-2’ Alkyl ester, C-6 sodium salt）は直
鎖の Alkyl bromide、RBD2（3, RB, C-2’ -Carboxyalkyl ester, C-6 molecular form）は
-Carboxyalkyl bromide、RBD3（4, RB, C-2’ -Carboxyalkyl ester, C-6 molecular form）は
-Carboxyalkyl bromide を用いた。 
 
 
式 2.1 RBD の合成経路 
RBの C2’の Carboxyl基と Alkyl bromideによる Ester化反応で、目的とする置換基を C-2’に導入。 
 
Rose bengal octyl ester, monosodium salt (2)の合成 
RB(1)（1.0 g；1.0 mmol）を N,N-Dimethylformamide（以降 DMF、10 ml）に溶解して
1-Bromooctane（0.5 g；2.7 mmol）を添加した。この溶液を激しく撹拌しながら 80°Cで 6時間加
熱した。過剰の 1-BromooctaneとDMFは減圧下で除去した。残渣はDiethyl etherを加えて一
晩撹拌した後ろ過し、Diethyl etherで洗浄した。更に過剰の(1)と無機物質を除去するために、
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水を加えて一晩撹拌した後ろ過し、濃紫の粉末を 1.0 g （収率 95%）得た（No distinct mp）。 
各種スペクトル測定値は以下の通りである。 
IR (KBr) 1736 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)(ppm)：0.84 (t, -CH3, 3H, J = 7.3 Hz), 0.88 (m, -CH2-, 2H, J = 7.7 Hz), 
1.01 (m, -CH2-, 2H, J = 7.3 Hz), 1.09 (m, -CH2-, 4H, J = 7.0 Hz), 1.16 (m, -CH2-, 2H, J = 7.1 
Hz), 1.24 (m, -CH2-, 2H, J = 7.1 Hz), 3.93 (t, -O-CH2, 2H, J = 6.8 Hz), 7.47 (s, ArH, 2H) 
13
C NMR (DMSO-d6) (ppm)：14.1(-CH3), 22.1, 25.0, 27.7, 28.4, 28.5, 31.3 (-CH2-), 66.2 
(-O-CH2-), 76.0 (C-2,7), 97.2 (C-4,5), 110.4 (C-8a,8b), 128.8, 129.9, 131.9, 133.8, 134.4, 
134.9, 139.3, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 136.1 (C-1,8), 157.0 (C-4a,4b), 163.2 (-C=O-), 171.8 
(C-3,5) 
HRMS Calculated for C28H21O5Cl4I4：(M+H)+, m/z 1084.6322 Found: m/z 1084.6309 
 
Rose bengal -carboxyheptyl ester, molecular form (3)の合成  
RB(1)（1.0 g；1.0 mmol）を DMF（10 ml）に溶解して 8-Bromooctanoic acid（0.68 g；3.1 mmol）
を添加した。この溶液を激しく撹拌しながら 80°Cで 7時間加熱した。DMFは減圧下で除去し
た。残渣は Diethyl ether を加えて一晩撹拌した後ろ過し、Diethyl ether で洗浄した。更に過
剰の(1)と無機物質を除去するために、水を加えて一晩撹拌した後ろ過し、Ethanolから再結晶
化した。赤紫色の粉末を 0.54 g（収率 49%）得た（No distinct mp）。  
各種スペクトル測定値は以下の通りである。 
IR (KBr) 1736 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)  (ppm)：0.89 (m, -CH2-, 2H, J = 7.3 Hz), 1.03 (m, -CH2-, 2H, J = 7.7 
Hz), 1.09 (m, -CH2-, 4H, J = 6.8 Hz), 1.43 (m, -CH2-, 2H, J = 7.5 Hz), 2.18 (t, -CH2-COOH, 
2H, J = 7.8 Hz), 3.93 (t, -O-CH2-, 2H, J = 6.3 Hz), 7.48 (s, ArH, 2H), 8.17 (br.s, ArOH), 11.9 
(br.s, -COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6) (ppm)：24.6, 25.0, 27.7, 28.4, 28.4 (-CH2-), 33.7 (-CH2-COOH), 66.2 
(-O-CH2-), 76.0 (C-2,7), 97.3 (C-4,5), 110.3 (C-8a,8b), 128.8, 129.9, 131.9, 133.8, 134.4, 
134.9, 139.4, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 136.2 (C-1,8), 157.0 (C-4a,4b), 163.2 (-C=O-), 171.8 
(C-3,6), 174.5 (-COOH) 
HRMS Calculated for C28H19O7Cl4I4：(M+H)+, m/z 1114.6064 Found: m/z 1114.6083 
 
Rose bengal--carboxyheptyl (4a), undecyl (4b), tridecyl (4c), and pentadecyl (4d) ester, 
molecular formの合成 
RB(1) （ 1.0 g ； 1.0 mmol ） は DMF （ 10 ml ） に 溶 解 し 、 2-Bromooctanoic acid 、
2-Bromododecanoic acid、2-Bromotetradecanoic acid、2-Bromohexadecanoic acid（ca. 3 mmol）
をそれぞれ添加した。この溶液を激しく撹拌しながら 30°Cで 6日間加熱した。DMFは減圧下
で除去し、残渣にDiethyl etherを加えて一晩撹拌した。ろ過およびDiethyl etherでの洗浄後、
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過剰の(1)と無機物質を除去するために水を加えて更に 1晩撹拌した。ろ過後、Ethanolから再
結晶化し、赤紫色の粉末として 4a 0.21 g（収率 19%）、4b 0.20 g（収率 17%）、4c 0.24 g（収率
20%）、and 4d 0.38 g（収率 31%）を得た（何れも No distinct mp）。 
各化合物の各種スペクトル測定値は以下の通りである。 
4a 
IR (KBr) 1756 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)  (ppm)：0.83 (t, -CH3, 3H, J = 7.0 Hz), 0.91 (m, -CH2-, 2H, J = 7.3 Hz), 
0.99-1.13 (m, -CH2-, 4H), 1.18 (m, -CH2-, 2H, J = 7.0 Hz), 1.25-1.42 (m, -CH2-, 2H), 4.67 
(dd, -O-CH-, 1H, J = 4.5 Hz, 7.5 Hz), 7.46, 7.47 (s, ArH, 2H), 8.19 (br.s, ArOH), 13.05 (br.s, 
-COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6)(ppm)：14.0 (-CH3), 22.2, 24.1, 28.2, 30.3, 30.9 (-CH2-), 74.1 
(-O-CH-), 75.9, 76.1 (C-2,7), 97.0, 97.3 (C-4,5), 111.1, 111.2 (C-8a,8b), 129.2, 130.2, 132.0, 
132.9, 134.6, 135.3, 139.4, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 136.0, 136.4 (C-1,8), 157.3, 157.5 
(C-4a,4b), 162.7 (-C=O-), 169.5 (-COOH) 171.7, 171.8 (C–3,6) 
HRMS Calculated for C28H19O7Cl4I4：(M+H)+, m/z 1114.6064 Found: m/z 1114.6083 
 
4b 
IR (KBr) 1742 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)(ppm)：0.85 (t, -CH3, 3H, J = 6.8 Hz), 0.88-0.97 (m, -CH2-, 2H), 
0.97-1.06 (m, -CH2-, 2H), 0.97-1.06 (m, -CH2-, 2H), 1.06-1.13 (m, -CH2-, 2H),1.13-1.43 (m, 
-CH2-, 12H), 4.64 (dd, -O-CH-, 1H, J = 4.5 Hz, 7.5 Hz), 7.44, 7.45 (s, ArH, 2H), 8.48 (br.s, 
ArOH), 13.03 (br.s, -COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6)(ppm)：14.0 (-CH3), 22.1, 24.2, 28.4, 28.6, 28.7, 28.9, 29.0, 30.2, 
31.3 (-CH2-), 74.2 (-O-CH-), 75.7, 75.9 (C-2,7), 97.0, 97.2 (C-4,5), 110.7, 110.9 (C-8a,8b), 
129.1, 130.2, 131.9, 133.0, 134.4, 135.1, 139.2, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 135.8, 136.2 
(C-1,8), 157.2, 157.4 (C-4a,4b), 162.5 (-C=O-), 169.5 (-COOH) 171.7, 171.8 (C-3,6) 
HRMS Calculated for C32H27O7Cl4I4：(M+H) +, m/z 1170.6690 Found: m/z 1170.6711 
 
4c 
IR (KBr) 1742 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)(ppm)：0.85 (t, -CH3, 3H, J = 6.8 Hz), 0.90-0.99 (m, -CH2-, 2H),  
0.99-1.07 (m, -CH2-, 2H), 1.07-1.13 (m, -CH2-, 2H), 1.13-1.44 (m, -CH2-, 16H), 4.66 (dd, 
-O-CH-, 1H, J = 4.3 Hz, 7.8 Hz), 7.43, 7.45 (s, ArH, 2H), 8.21 (br.s, ArOH), 13.04 (br.s, 
-COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6)(ppm)：14.0 (-CH3), 22.1, 24.1, 28.4, 28.6, 28.7, 28.9, 29.0, 29.0, 
29.1, 30.1, 31.3 (-CH2-, 74.0 (-O-CH-), 75.7, 76.0 (C-2,7), 97.0, 97.3 (C-4,5), 110.7, 111.0 
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(C-8a,8b), 129.1, 130.2, 132.0, 132.9, 134.5, 135.2, 139.2, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 135.9, 
136.3 (C-1,8), 157.3, 157.4 (C-4a,4b), 162.6 (-C=O-), 169.4 (-COOH) 171.7, 171.8 (C-3,6) 
HRMS Calculated for C34H31O7Cl4I4：(M+H)+, m/z 1198.7003 Found: m/z 1198.6973 
 
4d 
IR (KBr) 1720 cm
-1
 (ester C=O) 
1
H NMR (DMSO-d6)(ppm)：0.85 (t, -CH3, 3H, J = 6.9 Hz), 0.89-0.98 (m, -CH2-, 2H), 
0.98-1.06 (m, -CH2-, 2H), 1.06-1.13 (m, -CH2-, 2H),1.13-1.42 (m, -CH2-, 20H), 4.64 (dd, 
-O-CH-, 1H, J = 4.2 Hz, 7.6 Hz), 7.43, 7.45 (s, ArH, 2H), 8.29 (br.s, ArOH), 13.02 (br.s, 
-COOH) 
13
C NMR (DMSO-d6)(ppm)：13.9 (-CH3), 22.1, 24.2, 28.4, 28.6, 28.7, 28.9, 28.9, 29.0, 
30.2, 31.3 (-CH2-), 74.2 (-O-CH-), 75.7, 75.9 (C-2,7), 97.0, 97.2 (C-4,5), 110.7, 110.9 
(C-8a,8b), 129.1, 130.2, 131.9, 133.0, 134.4, 135.1, 139.2, (C-1’, 2’, 3’, 4’, 5’, 6’, 9) 135.8, 
136.2 (C-1,8), 157.2, 157.4 (C-4a,4b), 162.5 (-C=O-), 169.5 (-COOH) 171.7, 171.7 (C-3,6) 




ATX-70 はフォトケミカル株式会社（日本、岡山県）から提供いただいた。RB（90% dye 
content）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。RBD は RBD1（C=8）、RBD2
（C=8）、RBD3（C=8、12、14、16）は 2.2.1に記載した通り合成した 61)。リン酸緩衝液（以降 PBS、





腫瘍細胞はマウス大腸癌由来 Colon 26細胞、動物は雄の BALB/cおよび CDF1マウスを
使用した。Colon 26細胞はがん研究所（東京、日本）より提供いただき、5週齢の雄の BALB/c
マウスで毎週継代した。新鮮な腫瘍細胞を約 1 mm3に切断して、5週令の雄のCDF1マウスの
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（3）マウスへの投与溶液の調製 
RB と ATX-70は PBS溶液に溶解した。RBD2は 0.1 Nの水酸化ナトリウム溶液に溶解後、
塩酸を加えて溶液の pHを 7.5とし、PBS溶液を加えて濃度を調整した。RBD1はDMSOに溶
解した。DMSO は最終濃度が 40%となる量を添加した。その後は RBD2 と同様な操作を行っ
た。RBD3溶液はRBD1と同じ手順で調製した。DMSOの量は最終濃度の 20%とした。何れも
化合物濃度は 2 mg/ml とした。 
 
（4）組織試料の作製 
上記の投与溶液を担癌の CDF1 マウスに 10 mg/kg の服用量で尾静脈より投与した。投与
後予め決めた時間でマウスを Diethyl ether 吸入にて安楽死させ、直ちに腫瘍と肝臓を取り出
した。腫瘍と肝臓は生理食塩水で優しく洗浄し、約 1 mmの厚さの切片とした。 
 
（5）蛍光インデックスの測定 
組織中の化合物の集積性は Nakajima らの方法 46)を参考に図 2.3 に示すセットアップで測
定した。 
励起光が光子検出器に直接干渉するのを避けるため、組織切片は光路に対して 45度の角
度で設置した。組織切片は 1 cm 角の石英セルの内壁に付着させ、固体試料用ホルダー
650-0161（日立製作所；日本、東京都）にセットした。 
組織の自家蛍光は 337 nmで励起し、460 nm付近で検出した。RBおよび RBDの蛍光強
度は 530 nmで励起し、580 nm付近で検出した。自家蛍光強度に対する化合物の蛍光強度よ
り蛍光インデックスを算出した。 









RB（90% dye content）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。RBD は RBD1
（C=8）、RBD2（C=8）、RBD3（C=8、12、14、16）は 2.2.1 に記載した通り合成した 55)。リン酸緩
衝液（以降 PBS、pH 7.4）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）製の粉末から調製した。ホウ酸
pH 標準液（pH 9.18）、1-Octanol は和光純薬工業株式会社（日本、大阪府）から購入した。そ
の他の試薬は分析用レベルの純度の市販品を入手し、精製せずにそのまま使用した。また、





RB と RBDの溶解度の測定では 1-Octanol を無極性溶媒、PBS溶液（pH 7.4）とホウ酸 pH
標準溶液（pH 9.18）を極性溶媒として使用した。過剰量の RB あるいは RBD を遠心チューブ
に入れ、各溶媒を 1 ml加えた。チューブの蓋をして 15分間超音波洗浄機に入れ、RBあるい
はRBDを溶解した。その後温浴（80‐90°C）で 2時間加熱し、更に 15分間超音波洗浄機に入
れた。サンプルは 25°C で一晩整置した後遠心分離し、上澄みのみ再度遠心分離した。各サ




RB と RBDの分配係数（P）は 1-Octanol とホウ酸 pH標準溶液（pH 9.18）で測定した。RB と
RBDは最終濃度が 50 M となるように、1.5 mlの 1-Octanol と 1.5 mlのホウ酸 pH標準溶液








RBD1 と RBD2の合成において、出発物質である RBは 80°Cの加熱で全て Alkyl bromide
との反応で消費された。反応溶液中にRBが残存していないことは、反応液の薄層クロマトグラ
フィーで確認した。一方、RB から RBD3 への変換率は反応時間を延長しても向上しなかっ
た。 
我々は 1H NMRで RBから RBD3への反応を追跡した。反応温度 35°Cでは 7.3 ppmに検
出される RBに由来するピークが消失する前に 2.5 ppm周辺に副生成物に由来するピークが
検出された。一方反応温度を 30°C以下にすると、反応時間は数時間から数日へと大きく延長
されるが RBは完全に RBD3に変換された。1H NMRで RBに由来するピークは完全に消え、
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（2）RBDの同定 




RBD中の Ester結合の存在は IRおよび 13C NMR スペクトルより確認した。IRスペクトルで
は図 2.4内の表上段に示した通り、RBには存在しない 1720-1760 cm-1の Estercarbonyl基中
のC=O伸縮の典型的な吸収が検出された。13C NMRスペクトルでは図 2.4内の表下段に示し
た通り、Carbonyl炭素に帰属するピークが RBの Carboxylic acidでの 164.8 ppmから RBD
では Estercarbonylに帰属される 162.5-163.2 ppmに高磁場シフトした。 
 
 
図 2.4 RBD の構造解析-1 RBD 中の Ester 結合の帰属 
RBD中の Ester結合の存在は IRおよび 13C NMR スペクトルより確認した。 
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RBD中の Alkyl鎖の帰属 
RBD中の Alkyl鎖は NMRで確認した。出発物質である RBでは芳香環の CHのピークが
1
H NMR スペクトルで 7.36 ppm の低磁場に検出されただけであったが（図 2.5；表 3 段目）、
RBDでは典型的な Alkyl鎖の CH2のピークが、
1
H NMR スペクトルでは 0.8-1.5 ppmの領域
に、13C NMR スペクトルでは 22-31 ppmに検出された。 
RBD1および RBD2の 1H NMRスペクトルでは Ester carbonyl基の隣の CH2の典型的なピ
ークも 3.9 ppmに検出された（図 2.5；表 2段目）。一方で、RBD3の 1H NMR スペクトルでは
Ester carbonyl基の隣の CHのダブルダブレットピークが 4.7 ppm付近に検出され、枝分かれ
の Alkyl鎖が導入されていることが確認できた（図 2.5；表 2段目）。また、Alkyl鎖末端が CH3
である RBD1 と RBD3の 1H NMRスペクトルではその典型的なピークが 0.85 ppmに検出され
たが、RBD2 ではそのピークは検出されず、Alkyl鎖末端に Carboxyl基が結合していることが
示唆された（図 2.5；表 1段目）。更には、RBD2 と RBD3の 1H NMR スペクトルでは Carboxyl
基の水素に帰属されるピークが 13 ppm（図 2.5；表最下段）、Hydroxyl基に帰属されるピーク
が 8.3 ppm付近に検出された。 




図 2.5 RBD の構造解析-2 RBD 中の Alkyl 鎖の帰属 
RBD中の Alkyl鎖は NMRで確認した。 
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2.3.2 RBDの組織集積性 
（1）Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBDの腫瘍への集積 











図 2.6 RB および RBD（Alkyl 鎖長 C=8）のマウス腫瘍への集積性 
各プロットは化合物投与 1、3、6 時間後のマウス腫瘍組織内の蛍光インデックス。●：RBD1、▲：
RBD2、■：RBD3、△：RB。比較対象  ○：ATX-70。平均値±標準偏差。n=3。腫瘍はマウス大腸
癌 Colon 26。 
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（2）Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBDの肝臓への集積 
次に各化合物の肝臓への集積を図 2.7に示す。図 2.6同様、縦軸は組織内蛍光インデック
ス、横軸はマウスへ投与してからの経過時間を示す。 
RBはマウス投与 1 時間で蛍光インデックスが約 3 と最高値に達し、3時間後にはほぼ 0 ま
で下がった。これに対して ATX-70 の蛍光インデックスはマウス投与 6 時間後まで上昇し続け






図 2.7 RB および RBD（Alkyl 鎖長 C=8）のマウス肝臓への集積性 
各プロットは化合物投与 1、3、6時間後のマウス肝臓組織内の蛍光インデックスを示す。●：RBD1、
▲：RBD2、■：RBD3、△：RB。比較対象 ○：ATX-70。平均値±標準偏差。n=3。  
  







C=8、12、14、16の RBD3について、マウス腫瘍への集積性を図 2.8に示す。図 2.6同様、
縦軸は組織内蛍光インデックス、横軸はマウスへ投与してからの経過時間を示す。 
RBD3 は Alkyl 鎖の炭素数が長くなるにつれて、蛍光インデックスは高くなり、C=12 以上で
は ATX-70同等以上となった。最も腫瘍集積性が高かった Alkyl鎖の炭素数 C=14であり、投
与 6時間後の腫瘍組織の蛍光インデックスは RBの 40倍、ATX-70の 1.5倍となった。 
 
 
図 2.8 Alkyl 鎖長の異なる RBD3（C=8、12、14、16）のマウス腫瘍への集積性 
各プロットは化合物投与 6 時間後のマウス腫瘍組織内の蛍光インデックスを示す。◆：RBD3（C=8）、
▲：RBD3（C=12）、●：RBD3（C=14）、■：RBD3（C=16）、△：RB。比較対照 ○：ATX-70。平均値
±標準偏差。n=3。腫瘍はマウス大腸癌 Colon 26。 
  





RBD3は Alkyl鎖の炭素数 C=8の場合は、蛍光インデックスの経時変化は RB と同様の挙













RB と RBDの非極性溶媒および極性溶媒への溶解度を測定した結果を表 2.1に示す。 
非極性溶媒には 1-Octanolを、極性溶媒には PBS溶液（pH 7.4）とホウ酸溶液（pH 9.18）を
使用した。極性溶媒においては RB と RBDの溶解度は pH 9.18 の方が pH 7.4 よりも高かっ
た。 
RB は極性溶媒には非常に溶解したが非極性溶媒への溶解度は極性溶媒への溶解度より
も 2桁低かった。Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBD1の非極性溶媒への溶解度は RBの約 2倍
であった。その一方でRBD1は極性溶媒にはほとんど溶解しなかった。Alkyl鎖の炭素数C=8
の RBD2 と RBD3 は極性溶媒に若干溶解したが、非極性溶媒への溶解度は出発物質である
RB よりも低くなった。RBD2 と RBD3 の非極性溶媒への溶解度を比較すると RBD3 は RBD2
の約 2倍であった。両親媒性の誘導体を得るために、我々は RBD3 を選択し、非極性溶媒へ
の溶解度の向上を目的に Alkyl鎖の延長を検討した。炭素数 C=12、14、16の RBD3の非極
性溶媒への溶解度はほとんど同じであったが C=8よりも一桁高くなり、C=8の RBD1の溶解度
に近づいた。しかしながら、極性溶媒への溶解度は下がり、pH 7.4では C=8 よりも 2桁低くな
った。ただし、pH 9.18の場合は、C=12では 1桁下がったが、C=14、16では 1/3程度下がるに
とどまった。 
 





溶媒は 1-Octanol とホウ酸使用液（pH 9.18）を使用した。RBの Powが最も低かった。RBD1の
Pow はホウ酸水溶液相の濃度が低く、可視・紫外吸収強度が検出限界であったため、算出で
きなかった。もし、RBD1の Powが算出で来ていれば最も高い値となったであろう。算出された






図 2.10に RBDの親油性と腫瘍集積性との関係を示す。縦軸をマウス投与 6時間後の腫瘍
内蛍光インデックス、横軸を 1-Octanol への溶解度とした。比較のため出発物質である RB の
データも示した。 
RBD と RB は 2 つのグループに分類された。●で示した 1 つ目のグループは、1-Octanol
への溶解度が比較的高い 6 mM 以上の化合物で、高い腫瘍内集積性を示した。このグルー
プには Alkyl 鎖の炭素数 C=8 の RBD1 と C=12、14、16 の RBD3 が含まれた。○で示した
1-Octanolへの溶解度が比較的低いグループは腫瘍への集積性が非常に低かった。このグル
ープには RB、C=8の RBD2 と RBD3が含まれた。 
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（4）RBDの両親媒性と腫瘍集積性の関係 
次に、図 2.11に RBDの両親媒性と腫瘍集積性との関係を示す。 
縦軸をマウス投与 6時間後の腫瘍内蛍光インデックス、横軸を 1-Octanolに対するホウ酸水
溶液（pH 9.18）の分配係数 Pwo とした。比較のため出発物質である RBのデータも示した。こ
こでは我々は両親媒性の指標を Powの代わりに Pwo とした。 
図 2.10 で腫瘍集積性が高かった●のグループは、親油性が高くて Pwo が 0.1 以下と低か













を有する。一つは芳香環のC-2’ 位のCarboxylate anionであり、もう一つはC-6位のPhenolate 
anionである。しかしながら、C-6位へのOrtho位のヨウ素の影響で求核反応はC-2’ 位で選択
的に行われることが知られている 56)。Lamberts らは色々な種類の RBDを C-2’ 位での置換反
応で合成しており 53), 54), 56)、我々も RBの C-2’ 位に目的とする置換基を導入した。 
各種スペクトルの測定結果から RB と 3種の臭化物との結合反応が進行したことが確認でき
た（式 2.1）。C-6位については RBD1ではNa塩のままであり、RBD2と RBD3ではNaは水素
に置換され、水酸基となっていることが分かった。RBD2 と RBD3 の合成で使用した臭化物は
その構造中に Carboxyl 基を持っているため、反応溶液が酸性となったためと考えられる。
LambertsらはRBのNa塩タイプの誘導体を合成する際は反応溶媒としてDMFを使っていた。
一方で、分子型の誘導体を合成する際は、水と Acetoneを使用し 53), 54)、水酸基を作る H+を供
給している。 
合成した誘導体の収率は RBD1: 95%＞＞RBD2: 49%＞RBD3: 17%‐31%の順に低下し
た。RBD1では 100%近く進行した Ester化反応が RBD2と RBD3は 55％以下しか進行しなか
ったのは競争反応が存在したからと考えられる。RBD2 と RBD3 の合成では Carboxyl 基を持
つ臭化物を反応に使用するため、臭化物中の Carboxylate anion と Carbocation との臭化物同
士の Ester 化反応が副反応として考えられる。更に RBD3 で使用した Alkyl bromide は
Carboxyl 基が Alkyl 鎖の分岐であるため、RB との反応部位が立体的に込み合っている。
RBD3の収率が特に低かったのは、主反応の反応部位の立体障害の影響が考えられる。 







我々は、Nakajima らの方法 46)を応用して組織への化合物の集積性を評価した。 
出発物質である RBは担体介在性肝胆道輸送によって胆汁中に急速に排泄されることが知
られている 36), 44)。我々の実験においても図 2.7および図 2.9に示した結果はこれらの報告と一
致した。RBは腫瘍組織に集積する前に生体外に素早く排出された。 
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Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBDの中で RBD2と RBD3の腫瘍集積性は出発物質である RB
とほぼ同じであるのに対して、RBD1 は劇的な腫瘍集積性の改善を示した。RBD1 の






実用化には不適切と考えられる。出発物質である RB はその構造中に 2 つ親水基を持つが、
その一つであるカルボキシアニオン部分が Alkyl 鎖の導入で Ester となったため、RB の水溶
性は失われた。この水溶性の欠如の問題を解決するために、RB に親油基と共に親水基も導
入した誘導体が RBD2 と RBD3である（図 2.2）。Alkyl鎖の炭素数 C=8の RBD2 と RBD3で
はRBD1には遠く及ばないが、RBD3の方が僅かに高い腫瘍集積性を示した（図 2.6）。そこで、
RBD3のC=8を基準に、親油性を向上させるためにAlkyl鎖を延長した。この試みは計画通り
の効果を発揮し、図 2.8 に示した通り、Alkyl 鎖の炭素数 C=12、14、16 の RBD3 ではその腫
瘍集積性は大きく改善され、ATX-70同等かそれ以上の腫瘍内濃度を示した。 
 
これにて当初の目的である腫瘍集積性を有する RBD を得ることに成功した。RBD3 におい















る傾向があるとの報告と一致する 51)。出発物質である RBの腫瘍集積性は他の RBDとは相関
が得られなかった。担体介在性肝胆道輸送による生体からの迅速な排泄のために腫瘍集積
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性があまりにも低すぎたためと思われる。 
Porphyrin 系化合物においては、両親媒性の腫瘍集積性への寄与が示唆されている 45)-47), 
57), 58)。また、Zhang らは、同程度の親油性を有する 2-Nitroimidazole化合物群において、その
両親媒性によって、in vivo での腫瘍集積が有意に変わることを報告した 59)。1-Octanol／水の
分配係数 Pow の値が 1 の場合、正常組織に対する高い腫瘍集積が得られたとも報告してい
る。 
図 2.11 に示した我々の結果では●の群で、Pow よりも Pwo が腫瘍集積性と良好な相関を
示したことが興味深い。Pwo が 1 よりも 2 桁と非常に小さかったからと思われる。Zhang らが報














数 Cが 4、6、8、10、12 の誘導体で Cが 4から 10では Cの大きさが大きくなるほど腫瘍集積





では pH7.4のリン酸緩衝液への溶解度が C=14、12 より若干高くなっていた（表 2.1）。 
分配係数の測定の際、血漿の pH と近い pH 7.4のリン酸緩衝液ではなく、pH 9.18のホウ酸
pH 標準液を用いた。これはホウ酸溶液を用いた方が高い再現性が得られたからである。pH 
7.4は RBD2 と RBD3の pKaに非常に近く、安定な測定結果が得られなかった。 
  








物として最も有望であった。Alkyl 鎖の長さを調節することによって、腫瘍集積性 Porphyrin 系
化合物 ATX-70 と同等以上の腫瘍集積性が得られた。 
腫瘍集積性の評価においては、組織内の化合物濃度を組織から抽出することなく、組織切
片から直接測定できる、スクリーニング用の簡便な組織内濃度測定法を提示した。 














- 48 - 
 
3.1 緒言 







浮遊のマウス肉腫 Sarcoma 180 細胞を用い、超音波照射系はキャビテーションが再現性良く
発生する定在波条件とした。 
 
図 3.1 RB および RBD3 の化学構造式 











件でも比較的キャビテーションが生成しやすい第 2高調波重畳法 30), 31)とし、基本波 1 MHz、
第 2高調波 2 MHzの組み合わせとした。 













- 50 - 
 
3.1.2 音響化学活性（細胞障害性）の評価における超音波照射系 
RBD3 の音響化学活性の評価における超音波の照射系を図 3.3 に示す。Yumita らが超音



















超音波トランスデューサは直径 24 mmの円板上の PZT素子（富士セラミックス株式会社；日
本、静岡県）で 1.03 MHz（基本波）と 2.06 MHz（第 2高調波）の 2つの周波数で共振する構造
とした。1.03 MHzで共振する PZT 素子を用い、全体の 2/3 を圧電的に活性、残りの 1/3 を不
活性とすることにより、2波長の発生効率が 1:1 となるよう調整した。 
 
超音波トランスデューサの音響強度の分布 
脱気水中での音響強度の空間分布を Poly(vinylidene difluoride)（以降 PVDF）製の直径
0.5 mm の ニ ー ド ル 型 ハ イ ド ロ フ ォ ン （ IMOTEC Montagetechnik GmbH ；
Planegg-martinsried 、Germany）で測定した 62)。ハイドロフォンで検出した音響信号は









図 3.4 1.03 MHz と 2.06 MHz の第 2 高調波重畳法による超音波強度の空間分布  
a：1.03 MHz、b：2.06 MHz。トランスデューサ表面から 35 mm離れた位置（サンプル設置位置）での、トラ
ンスデューサ表面と平行な平面の音響強度。 
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（2）試薬 
RB（90% dye content）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。RBD3はC=8、12、
14、16 を使用した。何れも第 2 章に記載した方法で合成した 55)。緩衝液は Dulbecco’s 









① 試料溶液の調製：RBは 100 Mの濃度となるよう PBSに溶解した。RBD3水溶液は以下
の手順で調製した。RBD3を最終濃度の 5%の N,N-Dimethylformamide （以降 DMF）に溶
解後、最終濃度の約 10%の 0.1 N水酸化ナトリウム水溶液を添加し、0.1 Nの塩酸水溶液を
少しずつ加えて pHを 7.5に調整した。その後 100 Mの濃度となるよう PBSを加えた。 
② 試料溶液の実験セットアップへの設置：超音波照射を進行波条件で行うため、試料溶液は
超音波透過性の高い Polyethyleneバッグ（厚さ 0.03 mm、高さ 100 mm、幅 30 mm）に 3 ml
入れて透析用クリップで上下を止めた。Polyethylene バッグ部分をくり抜いたプレートに固定
し、プレートごと脱気水を満たした水槽中に垂直に固定した。 
③ 超音波の試料溶液への照準：試料溶液を固定したプレートは X-Y-Z ステージを用いて、ミ
リ単位で移動可能とした。トランスデューサの表面から 35 mmの位置にその進路の高さに試
料溶液が位置するよう、X-Y-Z ステージにてポリエチレンバッグを移動した。 
④ 超音波の照射：1.03 MHz（基本波）と 2.06 MHz（第 2高調波）が 1:1の強度となるよう予め
設定した強度で 300 秒照射した。トランスデューサの駆動には任意波形発生器 AG-4100
（横川電機株式会社；日本、東京都）と広帯域 RF パワーアンプ（ENI Technology; NY, 







試料溶液からの音響信号は、直径 11 mm、厚さ 90 mの PVDFフィルム製の集束型ハイド
ロフォン（東レテクノ株式会社；日本、滋賀県）で検出し、スペクトルアナライザ HP3588A
（Hewlett-packard；CA、U.S.A.）で処理した。データは毎秒 1回パーソナルコンピューターに取






直径 24 mmの円板上の PZT 素子（日立金属株式会社；東京都、日本）とアルミニウム層を
熱膨張エポキシ接着剤で接着した背面がエアバック構造の超音波トランスデューサを使用し







RB（90% dye content）は Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。RBD3（C=14）は
第 2章に記載した方法で合成した 55)。緩衝液はDulbecco’s phosphate-buffered saline（pH 7.4；
以降 PBS)を Sigma chemical Co.（MO、U.S.A.）から購入した。 
活性酸素阻害剤は Histidine（以降 His）、Superoxide dismutase（以降 SOD）、Mannitol（以
降 Man）、Tryptophan（以降 Trp）、N-Acetyl-l-cysteine（以降 NAC）を使用した。いずれも






細胞を使用した。Sarcoma 180細胞は雄の ICRマウスの腹水中で継代し、腹水に移植後 7日
～10 日後に実験に供した。実験直前にマウス腹腔より取り出し、PBS にて懸濁して濃度 5×
10
6








① 音響化学活性物質溶液の調製：RBは 1 mMの濃度となるよう PBSに溶解した。RBD3水
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溶液は以下の手順で調製した。RBD3 を最終濃度の 5%の DMFに溶解後、最終濃度の約
10%の 0.1 N水酸化ナトリウム水溶液を添加し、0.1 Nの塩酸水溶液を少しずつ加えて pHを
7.5に調整した。その後 1 mMの濃度となるよう PBSを加えた。 
② 試料溶液の調製：濃度 5×106 cells/mlの細胞懸濁液 2.7 mlに RB、RBD3あるいは PBS




デューサの超音波照射面から 30 mm 上方に設置した。脱気水の高さを平底ガラス容器に
入れた試料溶液の高さとした。 





で最も長い照射時間である 60秒の超音波照射でも、温度上昇は 1℃未満であった。 
 
（5）細胞障害性の評価 












RBD3 のキャビテーション誘導能を評価した結果を図 3.5 に示す。横軸は超音波の照射強
度とし、それに対してサンプル溶液から発生した分調波の強度を縦軸とした。RBD3 は Alkyl
鎖の炭素数C=8、12、14を検討し、それぞれのサンプル濃度は100 Mとした。超音波強度は
0から 10 W/cm2まで 6条件を検討した。確認のために、化合物無添加の PBS溶液、出発物質
- 55 - 
 




の傾向は Alkyl鎖の炭素数 Cによらず同等であった。 
 
 
図 3.5 RBD3 水溶液への超音波照射による分調波の生成  
各プロットは基本波の強度を 1 とした場合の分調波強度の典型例。 
RBD3 は Alkyl 鎖長の異なる以下の 4 種類（C は Alkyl 鎖の炭素数）。 
◆：C=8、▲：C=12、●：C=14、■：C=16。比較対象 △：RB、○：PBS。 
サンプル溶液は 100 M の PBS 溶液 3 ml。超音波照射条件は周波数 1.03 MHz と 2.06 MHz を
1:1で重畳し、強度は 1 W/cm2、2 W/cm2、2.5 W/cm2、4.5 W/cm2、7.5 W/cm2、10 W/cm2の 6条件。 
  





まず、細胞障害性への超音波の照射時間依存性を図 3.6 に示す。縦軸は超音波照射前を 1
とした細胞生存率、横軸は超音波の照射時間を示す。照射時間は 0秒、15 秒、30 秒、60 秒
の 4条件とした。細胞懸濁液にRBD3（C=14）を添加した場合の測定結果を■で示す。確認の
ために化合物を添加しない場合（●）、出発物質である RBを添加した場合（▲）の結果も示す。
また、腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180 を使用し、細胞懸濁液中の RBDお




存率は低下した。RBD3 を添加すると、細胞障害速度は添加しない場合の約 40 倍となり、細
胞の生存率は 60秒間の超音波照射で約 1％まで減少した。なお、RBD3は 100 M存在して
も超音波を照射しなければ、細胞障害はほとんど観察されなかった。また、RBD3 存在下での
細胞生存率は、同じ濃度の RBを用いた場合よりも 1桁低かった。 
 
次に、細胞障害性への超音波強度依存性を図 3.7 に示す。縦軸は超音波照射前を 1 とし
た細胞生存率、横軸は超音波の照射強度を示す。強度は 0 W/cm2、1.9 W/cm2、4.5 W/cm2、
8.3 W/cm
2の 4 条件とした。遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180 細胞懸濁液中の RBD3
（C=14）の濃度は 0 M（●）、50 M（▲）、100 M（■）の 3条件とした。 
今回の超音波照射条件である周波数 1.92 MHz、照射時間 30秒では、RBD3の有無、濃
度に関わらず、超音波強度 1.9 W/cm2が細胞障害の閾値であった。 
 
続いて、細胞障害性への、RBD3（C=14）の濃度依存性を図 3.8 に示す。縦軸は超音波照
射前を 1 とした細胞生存率、横軸は RBD3の濃度を示す。遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 
180 細胞懸濁液中の RBD3（C=14）の濃度は 0 M、10 M、50 M、100 Mの 4条件を検
討した。 
今回の超音波照射条件である周波数 1.92 MHz、8.3 W/cm2、照射時間 30秒では、細胞生
存率は RBD3濃度の向上に伴い指数関数的に減少した。 
  




図 3.6 RBD3（C=14）存在下での超音波照射による細胞障害性への超音波照射時間の影響 
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n=3。 
■：RBD3 添加、●：超音波単独、▲：RB 添加。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。
RB と RBD の濃度は 100 M。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、照射時間
0秒、15秒、30秒、60秒。 
  




図 3.7 RBD3（C=14）存在下での超音波照射による細胞障害性への超音波強度の影響  
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n=3。 
RBD3 ●：0 M、▲：50 M、■：100 M。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。超音波照
射条件は周波数 1.92 MHz、照射時間 30秒、強度 0 W/cm2、1.9 W/cm2、4.5 W/cm2、8.3 W/cm2。 
  




図 3.8 RBD3（C=14）存在下での超音波照射による細胞障害性への RBD3 濃度の影響 
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n=3。 
RBD3の濃度は 0 M、10 M、50 M、100 M。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。 
超音波照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、照射時間 30秒。  
  




消去剤は 10 mMの His、100 g/ mlの SOD、100 mMのMan、10 mMの Trp、および 55 mM
の NACを検討した。RBD3（C=14）100 M（■）と 0 M（●）の 2種類の遊離のマウス肉腫細
胞 Sarcoma 180 細胞懸濁液に、活性酸素消去剤を添加して周波数 1.92 MHz、強度 8.3 
W/cm
2の超音波を 30秒照射した。各条件での細胞生存率を図 3.9に示す。 
RBD3 が存在しない場合（●）の細胞生存率は、何れの活性酸素消去剤を添加しても、変
化は無かった。一方、RBD3 が存在する場合（■）は、活性酸素消去剤を添加しないと超音波





図 3.9 RBD3（C=14）存在下での超音波照射による細胞障害性への活性酸素消去剤添加の影響  
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n=3。 
RBD3 ●：0 M、■：100 M。活性酸素消去剤  None：無添加、His：Histidine 10 mM、Trp：
Tryptophan 10 mM、Man：Mannitol 100 mM、SOD：Superoxide dismutase 100 mg/ml、NAC：
N-Acetyl-l-cysteine 55 mM。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。超音波の照射条件
は周波数 1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、照射時間 30 秒。  




した（図 3.10）。実験条件は細胞障害性の評価を実施した図 3.6 と同じとし、全量 3 mlの細胞
懸濁液中の RBD および RB の濃度は 100 M、超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、
強度 8.3 W/cm2とした。超音波の照射時間は各条件での細胞形態の典型例を得るために







図 3.10 超音波照射による腫瘍細胞の形態変化 
各写真は以下の条件によって得られた細胞を Trypan blue で染色後に偏光顕微鏡で観察した典型
例を示す。a：無処置、b：超音波単独、c：超音波と RB、d：超音波と RBD3（C=14）。全体量 3 ml の
細胞懸濁液中の RB および RBD の濃度は 100 M。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 
180。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、照射時間 60 秒。 
  
































超音波照射による in vitro での細胞障害性は RBD3 の併用によって増強された。周波数
1.92 MHz、強度 8.3 W/cm2、の超音波照射条件で細胞障害の速度は超音波単独照射の場合
の約 40倍、同じ濃度の RB を添加した場合の約 10倍となった。今回の超音波照射条件では
100 MのRBD3が存在すると 60秒の照射時間で生存する細胞は 1%以下となった（図 3.6）。




























えられる。今回の実験と同じ超音波照射条件下で、10 mMのManが Hydroxyl radicalによる
ヨウ素溶液からのヨウ素生成を阻害することが確認されている 8), 69)。この 10倍の 100 mMの濃
度の Man を添加しても RBD3 による細胞障害性は阻害されなかった。また、SOD の添加も
RBD3 による細胞障害性に影響を及ぼさなかったので、Hydroxyl radical および Superoxide 
radical の関与の可能性は低く、一重項酸素が主要因と考えられる。Porphyrin、Anthracycline
および RB8), 19), 43), 60), 61), 70)による細胞障害性についても、一重項酸素が関与する仮説が提案
されており、同様なメカニズムによる細胞障害効果と考えられる。 
  















生成効率向上の目的でその構造内に金属原子である Ga を含む Porphyrin 系化合物であり、
ATX-S10 は燐光寿命の延長で一重項酸素の生成効率を高めた化合物である。何れも超音







む化学構造であったからと考えられる。そして RB から RBD3 への細胞障害性の向上は腫瘍
集積性の向上によるものと考えられる。 
  
































第 4章  
腫瘍集積性 RBDを用いた音響化学治療の試み 
  


















やすい第 2高調波重畳法 30), 31)とした。実験方法の詳細は 4.2.1項に記載した。 
 
 
図 4.1 抗腫瘍性の評価における超音波照射系 
抗腫瘍性の評価は進行波条件で実施した。図は水槽横方向からの構成成分の配置を示す。 













照射方法である。基本波とその 2 倍の周波数を持つ第 2 高調波の組み合わせは波の負圧を
効果的に強調できる。基本波と第 2 高調波それぞれ単独ではキャビテーションが生じないよう
な超音波強度でも、RB と第 2 高調波重畳法でキャビテーションが発生すること、生じたキャビ
テーションで化学反応が促進されること、その効果は基本波と第 2高調波を照射強度 1:1の割
合とした場合に最も高い事が in vitroで見出された 30)。この効果は in vitroのみならずマウス肝
臓を用いた in vivo 実験でも検証され、キャビテーションによる生体作用が増強されることが報
告されている 30), 31)（図 4.2）。 
第 2 高調波重畳法の照射条件は基本波と第 2 高調波の照射強度比のみならず、周波数、
基本波と第 2高調波の位相差についても詳細に検討されている 63), 75)。 
周波数については一般的に周波数が低い方ほどキャビテーションの生成効率が高いことが
知られている。マウス肝臓組織ダメージの肉眼観察を指標に基本波 2.1 MHz、1.58 MHz、1.0 
MHz、0.53 MHzの比較により、1.0 MHz、0.53 MHzで生体への音響化学作用が促進されるこ
とが確認されている 63)。更にマウス実験腫瘍を用いた予備的検討で基本波 0.75 MHz よりも
0.5 MHz の方が高い抗腫瘍性が得られることも確認されている。ただし、周波数を下げると振
動子が厚くなり、第 2 高調波重畳法にて安定な超音波照射を行うには、現状では基本波 0.5 
MHzが下限となっている。 
基本波と第 2高調波の位相差については、位相差を変えて作成した合成波形を図 4.3に示
す。位相差 1/2πが最も負圧の強調が見込める波形となっている。試料溶液として Ethanol を




の 2 段階から 1/16間隔の 32 段階シフトまで検討し、シフト段数が大きいほどキャビテーショ
ン生成効率が向上し、8段階シフト以上で平衡に達することが報告されている 75)。 
  




図 4.2 第 2 高調波重畳法 
基本波とその第 2高調波を超音波の焦点位置で重ね合す照射方法。RB との組み合わせで、水中およ
びマウス肝臓内でキャビテーション生成が促進された 30), 31)。 
 
 
図 4.3 基本波と第 2高調波の位相差 
a：基本波と第 2高調波の位相差による合成波形を示す。
b：基本波と第 2高調波の位相差による Ethanol水溶液でのキャビテーションの生成を示す。 
 
a 各位相差での合成波の波形 b 各位相差でのｷｬﾋﾞﾃｰｼｮﾝ生成

















① 照射部：構成は、曲率半径 35 mm、長軸幅 40 mm、短軸幅 20 mm とした。トランスデュー




② 照準・監視部：中心周波数 6.0 MHz、曲率半径 10 mmのイメージングアレイトランスデュー
サ（EUP-F331、株式会社日立ヘルスケア・マニュファクチャリング；日本、千葉県）を使用し
た。 
③ 外装：外径 30 mmの ABS樹脂製とした。 
④ 音響出力：数 100 W/cm2（音響化学的に有効なキャビテーションを引き起こすのに必要な
出力の二桁上）まで出力可能とした。出力は放射圧により計測し、駆動電圧の二乗に比例
することを確認した。 
また、シュリーレン法によるビームパターンの可視化により、基本波 0.5 MHzとその第 2高調
波 1.0 MHzが重畳される音場は超音波の進行方向に垂直な平面において横方向が約 1 cm、
縦方向が約 3 mm、超音波の進行方向が数 cmであることを確認した。 
  




図 4.4 マウス実験腫瘍への超音波照射に使用した超音波トランスデューサ 
照射部と照準部からなる。照射部は共振周波数の異なる 2 枚の PZT セラミックストランスデューサか
らなり、第 2 高調波重畳法を可能とする。 
 
（2）試薬 
RBD（RBD3、C=14）は第 2 章に記載した方法で合成した 55)。リン酸緩衝液（pH7.4；以降





腫瘍細胞はマウス大腸癌由来 Colon 26細胞、動物は雄の BALB/cおよび CDF1マウスを
使用した。Colon 26 細胞はがん研究所（日本、東京都）より提供いただき、5 週齢の雄の
BALB/c マウスで毎週継代した。新鮮な腫瘍細胞を約 1 mm3 に切断して、5 週令の雄の




RBD のマウスへの投与溶液は以下の手順で調製した。RBD を最終濃度の 5%の
N,N-Dimethylformamide （以降 DMF）に溶解後、最終濃度の約 10%の 0.1 N水酸化ナトリウ
ム水溶液を添加し、0.1 N の塩酸水溶液を少しずつ加えて pH を 7.5 に調整した。その後 2 
mg/mlの濃度となるよう PBSを加えた。 
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図 4.5に示す。マウス腫瘍への超音波の照射は 4.2.1（5）に記載したと同じ方法で実施した。 
キャビテーション生成の指標は、感度が高く、かつ特異性が高いとされている分調波
（0.25MHz）の強度とした。マウス腫瘍からの音響信号は、直径 11 mm、厚さ 90 mの PVDFフ
ィルム製の集束型ハイドロフォン（東レテクノ株式会社；日本、滋賀県）で検出し、スペクトルア
ナライザ HP3588A（Hewlett-packard；CA、U.S.A.）で処理した。データは毎秒 1 回パーソナル
コンピューターに取り込み、信号強度の時間平均値を求めた。 
なお、本方法にて RBD を投与したマウス腫瘍から分調波（0.25MHz）成分が確実に検出で
きることを確認して、本章におけるマウス腫瘍への超音波照射条件を、基本波 0.5 MHz とその
第 2高調波 1.0 MHzをそれぞれ強度 15 W/cm2で照射とした。 
 
図 4.5 マウス実験腫瘍から発生する音響信号を検出する実験セットアップ 
マウス腫瘍からの音響信号を集束型ハイドロフォンで検出し、スペクトルアナライで処理した。データは
毎秒 1回パーソナルコンピューターに取り込み、信号強度の時間平均値を求めた。 







う、超音波の進路は避け、焦点を 1 mm程度外して挿入した。 
 
 
図 4.6 超音波照射時のマウス実験腫瘍内温度を測定する実験セットアップ 
腫瘍内温度は熱電対を腫瘍内に挿入して測定した。熱電対は、超音波が乱反射しないよう超音波の進
路は避け、焦点を 1 mm程度外して挿入した。 
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4.3 結果 
4.3.1 RBD と超音波の併用での抗腫瘍性 
（1）マウスへの RBD投与から超音波照射までの時間の検討 
マウスに RBDを投与してから超音波を照射するまでの時間は以下を念頭に置いた。 
① 腫瘍に RBDがある程度集積している. 
② 超音波の進路に介在する組織への RBDの集積との差がある。 
2.3.2項の図 2.8に示した通り、RBD3（C=14）は投与後 3時間付近まで腫瘍集積性が向上し、
平衡に達した。予備的検討ではこの傾向は投与後 24時間まで継続することが確認された 75)。 
図 4.7に超音波の進路に介在する組織の代表として筋肉における RBDの濃度に対する腫
瘍内濃度の経時変化の典型例を示す。筋肉内濃度の測定は 2.2.2 項に示す RBD の組織集
積性の評価方法で実施した。RBD 投与 6 時間以降で筋肉組織との RBD 濃度比が向上する
傾向が見られた 75)。 




図 4.7 マウス腫瘍および筋肉内の RBD3（C=14）の濃度比の経時変化 75) 
RBD3（C=14）投与 3、6、14、24時間後のマウス腫瘍および筋肉内の蛍光インデックス比の典型例。
腫瘍はマウス大腸癌 Colon 26。 







し、5 日で約 3 倍まで成長した。超音波照射単独では、無処置と比較して若干成長スピードは























図 4.8 マウス腫瘍の成長曲線 
各プロットは超音波照射前を 1 とした場合の相対腫瘍体積。平均値±標準偏差。n=3。 
▲：無処置、■：超音波単独照射、●：RBD と超音波。腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon26、RBD の
投与量は 10 mg/kg、RBD投与 6時間以上経過してから超音波を照射。超音波の照射条件は周波
数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、1 分照射 30 秒休止の 3 セット。 
  




図 4.9 超音波照射 7 日後のマウス腫瘍形態の典型例 
左は RBD 投与後超音波照射、右は超音波単独照射。腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon 26、RBD
の投与量は 10 mg/kg、RBD 投与 6 時間以上経過してから超音波を照射。超音波の照射条件は周
波数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、1 分照射 30 秒休止の 3 セット。 
 
 
図 4.10 超音波照射 24 時間後のマウス腫瘍組織の HE 染色写真の典型例 
a1：超音波＋RBD；弱拡大、a2：超音波＋RBD；強拡大、b1：無処置；弱拡大、b2：無処置；強拡大。
腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon26、RBD の投与量は 10 mg/kg、RBD 投与 6 時間以上経過してか
ら超音波を照射。超音波の照射条件は周波数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、
1 分照射 30 秒休止の 3 セット。HE 染色。 
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図 4.11 マウス実験腫瘍から発生した音響信号の典型例  
右は超音波単独照射、左は超音波と RBD 併用を示す。腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon 26、RBD
の投与量は 10 mg/kg、RBD 投与 6 時間以上経過してから超音波を照射。超音波の照射条件は周
波数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、1 分照射 30 秒休止の 3 セット。 
  







での連続照射時間である 1分間の 2倍とした。平衡に達する温度は 38.3℃と算出された。 
 
 
図 4.12 マウス実験腫瘍内温度の典型例 
腫瘍細胞はマウス大腸癌 Colon 26、RBDの投与量は 10 mg/kg、RBD投与 6時間以上経過してか
ら超音波を照射。超音波の照射条件は周波数 0.5 MHz と 1.0 MHz を各強度 15 W/cm2で重畳し、
1 分照射 30 秒休止の 3 セット。 
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4.4 考察 










織と考えられる。超音波照射前の腫瘍の大きさは概ね 1 cm3 で揃えた。一方で照射した超音
波の基本波と第 2高調波の重畳部分は、横と奥行はそれぞれ 1 cmはカバーできているが縦

















間が必要とされる。最高温度 36℃で連続照射 1 分の本治療では、加熱による熱的作用は無
視できると考えられる。 
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5.1 緒言 














組織破砕 24), 25)、血栓溶解 76)、および高強度集束超音波（HIFU）での治療効果増強 77)-80)も報
告されている。 
本章では、マイクロバブルとして代表的な超音波造影剤である Sonazoid（以降 SZ）の添加
効果を in vitroでの細胞障害性の評価にて検証した。SZは水素添加卵黄 Phosphatidylserine 
sodium salt と精製白糖からなる殻の中にフッ化炭素である Perflubutane が内包された構造を
有する平均粒径約 2.6 mの化合物である。RBDは前章に引き続き Alkyl鎖の炭素数 C=14
の RBD3を使用した。 
 
図 5.1 キャビテーションの生成過程に寄与する化合物 
気泡の成長過程：泡沫保持の Xanthene 系化合物。気泡の生成過程：マイクロバブル造影剤。 




直径 24 mmの円板上の PZT 素子（日立金属株式会社；東京都、日本）とアルミニウム層を
熱膨張エポキシ接着剤で接着した背面がエアバック構造の超音波トランスデューサを使用し







音響化学活性剤として RB と RBD（RBD3、C=14）を使用した。RB（90% dye content）は

















細胞を使用した。Sarcoma 180細胞は雄の ICRマウスの腹水中で継代し、腹水に移植後 7日
～10 日後に実験に供した。実験直前にマウス腹腔より取り出し、PBS にて懸濁して濃度 5×
10
6










① 音響化学活性物質溶液の調製：RBは 1 mMの濃度となるよう PBSに溶解した。RBD水
溶液は以下の手順で調製した。RBD を最終濃度の 5%の N,N-Dimethylformamide （以
降 DMF）に溶解後、最終濃度の約 10%の 0.1 N水酸化ナトリウム水溶液を添加し、0.1 N
の塩酸水溶液を少量ずつ加えて pH を 7.5 に調整した。その後 1 mM の濃度になるよう
PBSを加えた。 
② 試料溶液の調製：濃度 5×106 cells/mlの細胞懸濁液 2.7 mlに RB、RBDあるいは PBS






④ 超音波の照射：周波数 1.92 MHz、予め設定した強度 0～8.3 W/cm2で予め設定した時間
（0～60 秒）照射した。トランスデューサの駆動には任意波形発生器 AG-4100（横川電機






   
（5）細胞障害性の評価 







評価結果は比較検討対象群間で等分散を仮定した 2 標本による t-検定を実施した。比較
対象群が多群の場合は、まず一つのパラメータに関して、一元配置の分散分析（Analysis of 
variance；以降 ANOVA）を行い有意差があることを確認した。その後、比較目的対照群間で等
分散を仮定した 2標本による t-検定を実施し、Bonferroni’s methodにて多重調整した。 
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（6）SZ崩壊の評価 
10 l の SZ水溶液を 3 mlのMilliQ水に添加し、穏やかに混合した。この試料溶液に、予
め強度 2.3 W/cm2 に設定した時間超音波を照射後、サブミクロン粒子アナライザーN5
（Beckman Coulter Inc.；Brea、U.S.A.）で SZの平均粒子径を測定した。各実験条件での評価
結果は 3回～6回の照射実験の平均値と標準変差で示した。 
評価結果の検討は一元配置の分散分析（ANOVA）で有意差があることを確認した。その後、






RBD 存在下での超音波照射による細胞障害性への SZの添加効果を図 5.2に示す。縦
軸は超音波照射前を 1 とした細胞生存率、横軸は細胞懸濁液（全量 3 ml）中に存在する音
響化学物質を示す。■は RBD、■は RB、□は音響化学物質無しの場合の結果を示す。また、
各条件で、超音波の有無、SZの有無も検討した。SZの添加量は 200 l、腫瘍細胞は遊離の
マウス肉腫細胞 Sarcoma 180 を使用し、細胞懸濁液中の RBDおよび RBの濃度は 100 M
とした。また、超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間 15秒とし
た。 
今回の超音波照射条件では、音響化学活性物質が存在しない（□）場合の細胞生存率は、
超音波単独照射の 0.65 に対して SZ を添加した場合は 0.68 であり、SZ の添加効果はほとん
ど見られなかった。 
一方、RBDの存在下（■）での細胞生存率は、超音波と RBDのみの 0.19に対して SZを添
加した場合は0.039と1/5に低下した。本結果の t-検定でのP=2.8×10-2であり、超音波とRBD
への SZの添加は有意に細胞障害性を増強した。 
また、音響化学活性物質の種類による SZ との併用効果を RBD（■）と RB（■）で比較検討
すると、細胞生存率は RBの 0.25に対して RBDは 0.039 と 1/6であった。本結果は t-検定で
P=9.0×10-4であり、SZの添加効果は RB より RBDで有意に高かった。 
 
図 5.2で超音波による細胞障害への顕著な増強効果が見られた RBD と SZの併用への超
音波照射時間の効果を図 5.3 に●で示す。縦軸は超音波照射前を 1 とした細胞生存率、
横軸は超音波照射時間を示す。確認のために超音波単独照射（□）、超音波と SZ の併用
（△）、超音波と RBD の併用（○）の場合の結果も示す。実験条件は超音波の照射時間を 0
秒、5秒、15秒、30秒と 4条件検討した以外は図 5.2 と同じとした。 
超音波照射時間 0秒から 30秒では超音波単独照射、超音波と SZ、超音波と RBD、超音
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波と RBD と SZ、何れの条件でも超音波照射時間の延長に連れて、細胞生存率が低下する
傾向が見られた。その中で RBD と SZの併用（●）では超音波照射 5秒で細胞生存率は一
気に 0.041まで低下し、ほぼ平衡に達した。この細胞生存率は超音波単独（□）の 1/20、超
音波と SZ併用（△）の 1/17、超音波と RBD 併用（○）の 1/11 と顕著に低かった。 
超音波照射 5秒での上記 4群の ANOVAによる P=3.5×10-5であり、添加物による有意
差が確認できた。超音波と RBD と SZの併用の条件と、他の 3条件との t-検定による P値
はそれぞれ 4.2×10-4、6.2×10-4、1.8×10-4であり、いずれも Bonferroni法で多重性を調整
した有意水準 1.7×10-2未満であった。超音波と RBD と SZの併用による超音波照射時間
5 秒での細胞障害性は他の条件と比較して有意に高いと言える。SZ が存在せず、超音波
と RBDのみでは、超音波照射 30秒で SZ存在時とほぼ同等の細胞生存率に達した。すな
わち、SZ を添加することにより、細胞障害が約 6倍加速された。 
 
参考に、RBと SZの併用への超音波照射時間の効果を図 5.4に示す。実験条件はRBD
の代わりに RBを使用した以外は図 5.3 と同じとした。RBD同様、超音波と RB と SZの併用
（●）でも超音波照射 5秒で細胞生存率は低下したが、その進行は RBD と比較すると緩や
かであり、5 秒では平衡には達せず超音波照射 30 秒まで徐々に低下した。超音波照射 5
秒での細胞生存率は 0.19であり、超音波単独（□）と比較すると 1/5であったが超音波と SZ
併用（△）、超音波と RB併用（○）との比較では 1/2 弱であった。 
超音波照射 5秒での上記 4群の ANOVAによる P=1.4×10-2であり、添加物による有意
差は確認できた。超音波と RB と SZ併用の条件と、他の 3条件との t-検定による P値はそ
れぞれ 7.9×10-3、2.0×10-2、2.8×10-2であった。Bonferroni法で多重性を調整した有意水
準 P<1.7×10-2であり、超音波と SZ と RB の併用での細胞障害性は超音波単独照射と比
較すると有意に高かったが、超音波と SZ あるいは RB のみとの有意差は無かった。 
 
続いて、超音波照射による細胞障害性への SZの添加容量の効果を図 5.5に示す。縦軸
は超音波照射前を 1とした細胞生存率、横軸は細胞懸濁液（全量 3 ml）へのSZの添加容量
を示す。SZの添加を 0 l（□）、50 l（■）、100 l（■）、200 l（■）とした以外の実験条件は






音響化学活性物質が存在しない場合は、SZの添加量が 0 l、50 l、100 l と増加するに
伴い細胞生存率は 0.65、0.47、0.40 と低下して細胞障害性が増す傾向が見られたが、200 l
の SZ添加（■）では無添加（□）と同等の細胞生存率 0.67 となった。 
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RBの存在下での細胞生存率は、SZ無添加での 0.46に対して SZを 50 l、100 l、200 l
添加した場合は、いずれも 0.26 前後に低下し、SZ の添加で細胞障害性が増強される傾向が
見られた。ただし、SZの添加量による差は見られなかった。 
また、RBDの存在下での細胞生存率は、SZ無添加（□）での 0.27に対して SZの添加量が




図 5.2 音響化学活性物質存在下での超音波照射による細胞障害性への SZ の添加効果 
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n≧3。 
音響化学物質は□：無添加、■：RB、■：RBD。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。
SZ の添加容量は 200 l。RB と RBD の濃度は 100 M。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、
強度 2.3 W/cm2、照射時間 15 秒。P1=2.8×10-2、P2=9.0×10-4（t-検定）。 
  




図 5.3 RBD と SZ 存在下での超音波照射による細胞障害性への超音波照射時間の影響  
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n≧3。 
●：超音波と RBD と SZ、□：超音波単独照射、△：超音波と SZ、○：超音波と RBD。腫瘍細胞は
遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。SZ の添加容量は 200 l。RBD の濃度は 100 M。超音波の
照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間 0秒、5秒、15秒、30秒。P1=4.2×10-4、
P2=6.2×10-4、P3=1.8×10-4（t-検定、Bonferroni 法での有意水準 p<1.7×10-2）。 
  




図 5.4 RB と SZ 存在下での超音波照射による細胞障害性への超音波照射時間の影響  
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n≧3。 
●：超音波と RB と SZ、□：超音波単独照射、△：超音波と SZ、○：超音波と RB。腫瘍細胞は遊離
のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。SZの添加容量は 200 l。RBの濃度は 100 M。超音波の照射条
件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間 0秒、5秒、15秒、30秒。P=1.6×10-2（t-検定）。 
  




図 5.5 超音波照射による細胞障害性への SZ 容量の影響 
各プロットは超音波照射前を 1 とした細胞生存率を示す。平均値±標準偏差。n≧3。 
SZの添加量 □：0 l、■：50 l、■：100 l、■：200 l。RB および RBD の濃度は 100 M。腫瘍細
胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 180。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、
照射時間 15 秒。 
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（2）SZの崩壊 
3 mlの超純水中に 10 lの SZを添加した SZ懸濁液に一定時間超音波を照射した後の SZ
の平均粒子径を図 5.6に示す。縦軸に SZの平均粒径、横軸に超音波の照射時間を示す。超
音波の照射条件は細胞障害性の検討と同じ、周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2とした。
著音波の照射時間は 0秒、5秒、15秒、30秒とした。  
5秒の超音波照射で、SZの平均粒径は約 1,700 nmから 380 nm と初期粒径の 22％まで減
少した。超音波照射 5 秒から 30 秒の SZの平均粒径は 371±30 nm であり、SZの崩壊は 5
秒の超音波照射で平衡に達していた。超音波照射時間 4 群の ANOVA による P=3.4×10-7
であり、超音波照射による有意差は確認できた。超音波照射前と超音波照射 3 条件との間
の t-検定の結果はそれぞれ P=2.3×10-6、P=1.5×10-6、P=9.1×10-7 であり、いずれも




図 5.6 超音波の照射時間と SZ の平均粒径 
各プロットは一定時間超音波を照射した後の SZ の粒子径を示す。平均値±標準偏差。n=5。超音
波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間は 0 秒、5 秒、15 秒、30 秒。P1=2.3
×10-6、P2=1.5×10-6、P3=9.1×10-7（t-検定、Bonferroni 法での有意水準 p<1.7×10-2）。 




た（図 5.7）。実験条件は細胞障害性の評価を実施した図 5.2 と同じとし、全量 3 ml の細胞懸
濁液中の SZの添加量は 200 l、RBDおよび RBの濃度は 100 M、超音波の照射条件は
周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2とした。超音波の照射時間は各条件での細胞形態の典
型例を得るために最長の 30 秒とした。参考に無処置の細胞の写真（a）も示す。 







図 5.7 SZ 存在下での超音波照射による腫瘍細胞の形態変化  
各写真は以下の条件によって得られた細胞を偏光顕微鏡で観察した典型例を示す。a：無処置、b：
超音波と SZ、c：超音波と RB と SZ、d：超音波と RBD と SZ。全体量 3 mlの細胞懸濁液中の RBお
よび RBD の濃度は 100 M、SZ の添加量は 200 l。腫瘍細胞は遊離のマウス肉腫細胞 Sarcoma 
180。超音波の照射条件は周波数 1.92 MHz、強度 2.3 W/cm2、照射時間 30 秒。 
  




され 15秒間の超音波照射後の細胞懸濁液中の腫瘍細胞の生存率は 1/5に低下した（図 5.2）。
SZの添加効果を RBD存在下と RB存在下で比較すると RBDの方が有意に高く、腫瘍細胞
の生存率は RB存在下の場合の 1/6であった。 
音響化学的がん治療における抗腫瘍効果の源であるキャビテーションについて、RBD はそ
の誘導能を有することを第 3章で確認した。一方でマイクロバブルもキャビテーションを誘導す
ることが知られている 81)。 本章で示した実験結果では、SZの添加は超音波と RBDの併用で
の細胞障害を加速する効果が見られた。細胞生存率を 5%以下とするのに、RBD と超音波の
みでは 30秒必要であったが、SZの添加により僅か 5秒に短縮された（図 5.3）。 
超音波照射後の SZ の平均粒径を計測したところ、5 秒で照射前の 22％に縮小し、平衡に









（図 5.5）。SZのみの場合、200 l の SZの添加は、SZ無添加と同等の細胞生存率となった。
全量 3 mlの細胞懸濁液において 7%の容量の SZ注射液の添加は懸濁液であるサンプル溶
液の特性に影響を与える閾値を超えたと推測される。溶液の表面張力が低いとキャビテーショ
ン作用が起こりにくい事が知られていることから 64)、200 lの SZの添加は、キャビテーション作
用に関与する表面張力を低下させた可能性が考えられる。 
一方で、100M の RB あるいは RBD を含む細胞懸濁液では、200 l の SZ を添加しても




















































第 2章：音響化学治療用化合物 腫瘍集積性 RBDの開発 
キャビテーション誘導能と音響化学活性（抗腫瘍活性）を有するRBに腫瘍集積性を付与す
る目的で両親媒性の化合物を分子設計し、合成した。得られた誘導体の腫瘍集積性を担が
んマウスで評価した結果、親水基である Carboxyl 基が親油基である Alkyl 鎖から分岐した置
換基を有する誘導体 RBD3 の Alkyl 鎖の長さを調節することで、腫瘍集積性 Porphyrin 系化
合物 ATX-70同等以上の腫瘍集積性の化合物が得られた（RBD3 C=14）。 
腫瘍集積性の評価においては、組織内の化合物濃度を組織から抽出することなく、組織切
片から直接測定できる、スクリーニング用の簡便な組織内濃度測定法を提示した。 




第 3章：腫瘍集積性 RBDの音響化学的特性の評価 
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第 4章：腫瘍集積性 RBDを用いた音響化学治療の試み 








RBD とマイクロバブル（SZ）を組み合わせることにより、in vitro での超音波による細胞障害
性の増強効果が実証できた。 
RBD と SZ を併用した場合、超音波照射時間僅か 5 秒で、超音波単独の 20 倍、超音波と










































（閲覧日 2017年 2月 3日）.   
 
3) 厚生労働省健康局がん対策・健康増進課（2015）「第 1回がん患者・経験者の就労支援の
在り方に関する検討会 資料 3 がん患者の就労や就労支援に関する現状」厚生労働省
http://www.mhlw.go.jp/file/05-Shingikai-10901000-Kenkoukyoku-Soumuka/0000037517.p
df, （閲覧日 2017年 2月 3日）. 
 
4) Dougherty, T. J., Kaufman, J. E., Goldfarb, A., Weishaupt, K. R., Boyle, D., and Mittleman, 
A. (1978). Photoradiation therapy for the treatment of malignant tumors. Cancer Res., 38, 
2628-2635.  
 
5) Hayata, Y., Kato, H., Konaka, C., Ono, J., and Takizawa, N. (1982). Hematoporphyrin 
derivative and laser photoradiation in the treatment of lung cancer. Chest, 81, 269-277.  
 
6) Yumita, N., Nishigaki, R., Umemura K., and Umemura, S. (1989). Hematoporphyrin as a 
sensitizer of cell-damaging effect of ultrasound. Jpn. J. Cancer Res., 80, 219-222.  
 
7) Umemura, S., Yumita, N., Nishigaki, R., and Umemura, K. (1989). Sonochemical activation 
of hematoporphyrin: a potential modality for cancer treatment. in: Proc., IEEE Ultrasonics 
Symposium,955–960. New York: IEEE. 
 
8) Umemura, S., Yumita, N., Nishigaki, R., and Umemura, K. (1990). Mechanism of cell 
damage by ultrasound in combination with hematoporphyrin. Jpn. J. Cancer Res., 81, 
962-966.  
 
9) Umemura, S., Yumita, N., and Nishigaki, R. (1993). Enhancement of ultrasonically induced 
cell damage by a gallium-porphyrin complex, ATX-70. Jpn. J. Cancer Res., 84, 582-588.  
  
- 104 - 
 
10)Umemura, S., Kawabata, K., Sasaki, K., Yumita, N., Umemura, K., and Nishigaki, R. (1996). 
Recent advances in sonodynamic approach to cancer therapy. Ultrason. Sonochem., 3, 
S187-S191.  
 
11) Yumita, N., Nishigaki, R., Sakata, I., Nakajima, S., and Umemura, S. (2000). 
Sonodynamically induced antitumor effect of 4-formyloximethylidene-3-hydroxy-2-vinyl- 
deuterio-porphynyl(IX)-6,7-diaspatric acid (ATX-S10). Jpn. J. Cancer Res., 91, 255-260.   
 
12) Yumita, N., Sasaki, K., Umemura, S., and Nishigaki, R. (1996). Sonodynamically induced 
antitumor effect of a gallium-porphyrin complex, ATX-70. Jpn. J. Cancer Res., 87, 310-316.  
 
13) Sasaki, K., Yumita, N., Nishigaki, R., and Umemura, S. (1998). Antitumor effect 
sonodynamically induced by focused ultrasound in combination with Ga-porphyrin complex. 
Jpn. J. Cancer Res., 89, 452-456.  
 
14) 近藤 隆. （2015）. 物理学的ストレスによる生物作用と治療応用: 活性酸素の役割を考え
る. 福岡醫学雑誌, 106, 247-253.  
 
15) Lele, P. (1982). Local hyperthermia by ultrasound. in: Nussbaum, G. (Ed.) Physical Aspect 
of Hyperthermia, 393-440. New York: American Institute of Physics. 
 
16) Lynn, J. G., Zwemer, R. L., Chick, A. J., and Miller, A. E. (1942). A new method for the 
generation and use of focused ultrasound in experimental biology. J. General Physiol., 26, 
179-193.  
 
17) Fry, W. J., Barnard, J. W., Fry, F. J., and Brennan, J. F. (1955). Ultrasonically produced 
localized selective lesions in the central nervous system. Am. J. Phys. Med., 34, 413-423.  
 
18) Meyers, R., Fry, W. J., and Fry, F. J. (1959). Early experiences with ultrasonic irradiation of 
the pallidofugal and nigral complexes in hyperkinetic and hypertonic disorders. J. 
Neurosurg., 16, 32-54.  
 
19) Sanghvi, N. T., and Hawes, R. H. (1994). High-intensity focused ultrasound. Gastrointest. 
Endosc. Clin. N. Am.,4, 383-395.  
  
- 105 - 
 
20) Suslick, K. S. (1990). Sonochemistry, 247, 1439-1445 
 
21) Yasuda, K. (2009). Decomposition of chemical compounds by ultrasound and development 
of sonochemical reactor. Chemical Times, 212, 2-7.  
 
22) Ikeda, T., Yoshizawa, S., Tosaki, M., Allen, J. S., Takagi, S, Ohta, N., Kitamura, T and Y. 
Matsumoto (2006). Cloud cavitation control for lithotripsy using high intensity focused 
ultrasound. Ultrasound Med. Biol., 32, 1383-1397.  
 
23) Yoshizawa, S., Ikeda, T., Ito, A., Ota, R., Takagi, S. and Matsumoto, Y. (2009). High 
intensity focused ultrasound lithotripsy with cavitating microbubbles. Med. Biol. Eng. 
Comput., 47, 851-860.  
 
24) Xu, Z., Fan, Z., Hall, T. L., Winterroth, F., Fowlkes, J. B. and Cain, C. A. (2009). Size 
measurement of tissue debris particles generated from pulsed ultrasound cavitational therapy 
– Histotripsy. Ultrasound Med. Biol., 35, 245-255.  
 
25) Wheat, J. C., Hall, T. L., Hempel, C. R., Cain, C. A., Xu, Z. and Roberts, W. W. (2010). 
Prostate histotripsy in an anticoagulated canine model, Urology, 75, 207-211.  
 
26) Inaba, Y., Yoshizawa S., and Umemura, S. (2010). Coagulation of large regions by creating 
multiple cavitation clouds for HIFU treatment. Jpn, J. Appl. Phys., 49, 07HF22, 1-4.  
 
27) Inaba, Y., Takimoto K., Yoshizawa S., and Umemura, S. (2010). Simultaneous coagulation 
for large volume by creating multiple cavitation clouds in high intensity focused ultrasound 
treatment. In: Proc. 2010 IEEE Ultrasonics Symposium, 2278–2281. New York: IEEE. 
 
28) Azuma, T. (2005). Bubble generation by standing wave in water surrounded by crnium with 
transcranial ultrasonic beam. Jpn, J. Appl. Phys., 44, 4635-4630.  
 
29) Vlaisavljevich, E., Xu, Z., and Maxwell, A. D. (2016). Effects of temperature on the 
histotripsy intrinsic threshold for cavitation. IEEE Trans. Ultrason. Ferroelect. Freq. Contr., 
63, 1064-1077.  
  
- 106 - 
 
30) Umemura, S., Kawabata, K., and Sasaki K. (1996). Enhancement of sonodynamic tissue 
damage production by second-harmonic superimposition: Theoretical analysis of its 
mechanism. IEEE Trans. Ultrason. Ferroelect. Freq. Contr., 43, 1054-1062.  
 
31) Umemura, S., Kawabata, K., and Sasaki K. (1997). In vitro and in vivo enhancement of 
sonodynamically active cavitation by second-harmonic superimposition. J. Acoust. Soc. Am. 
101, 569-577.  
  
32) Maxwell, A. D., Wang, T. Y., Cain, C. A., Fowlkes, J. B., Sapozhnikov, O. A., Bailey, M. R., 
and Xu, Z. (2011). Cavitation clouds created by shock scattering from bubbles during 
histotripsy. J. Acoust. Soc. Am. 130, 1888-1898.  
 
33) Lin, K. W., Kim, Y., Maxwell, A. D., Wang, T. Y., Hall, T. L., Xu, Z., Fowlkes, J. B., and 
Cain, C. A. (2014). Histotripsy beyond the intrinsic cavitation threshold using very short 
ultrasound pulses: microtripsy. IEEE Trans. Ultrason. Ferroelect. Freq. Contr., 61, 251-265.  
 
34) Umemura, S., Yohsizawa, S., Takagi, R., Inaba, Y, and Yasuda, J. (2013). Enhancement 
focused ultrasound treatment by acoustically generated microbubbles. Jpn, J. Appl. Phys., 
52, 07HA02 1-6. 
 
35) Yasuda, J., Yohsizawa, S., and Umemura, S. (2016). Efficient generation of cavitation 
bubbles and reactive oxygen species using triggered high-intensity focused ultrasound 
sequence for sonodynamic treatment. Jpn, J. Appl. Phys., 55, 07KF24 1-6.  
 
36) Wang, H. K., Miyachi, S., Yamazaki, M., Sawada, Y., Chung, Y. B., Iga, T., Hanano, M., and 
Sugiyama, Y. (1992). Nonlinear pharmacokinetics of hepatobiliary transport of rose bengal 
in rats after iv bolus administration with varying doses. Biopharm. Drug Dispos., 13, 
647-662. 
 
37) Kawabata, K., and Umemura, S. (1997). Xanthene dyes for reducing acoustic cavitation 
threshold in aqueous solution. Ultrasonics, 35, 469-474.  
 
38) Wade, M. J. and Spikes J. D. (1971). The efficiency of halogenated fluoresceins as 
sensitizers for the photodynamic inactivation of trypsin. Photochem. Photobiol. 14, 221-224.  
  
- 107 - 
 
39) Porter, G., Reid, E. S. and Tredwell, C. J. (1974). Time resolved fluorescence in the 
picosecond region. Chem. Phys. Lett., 29, 469-471.  
 
40) Warkins, J. B., Bauman, M. E. and Beaty, T. M. (1993). Effect of sodium orthovanadate on 
the hepatobiliary clearance of rose bengal in stereptozocin-induced diabetic rats. Blochem. 
Pharmacol., 46, 2269-2276.  
 
41) Gandin, E., Lion, Y., Van de Vorst, A. (1983). Quantum yield of singlet oxygen production 
by xanthene derivatives. Photochem. Photobiol., 37, 271-278. 
 
42) Kochevar, I. E., Bouvier, J., Lynch, M., and Lin, C. (1994). Influence of dye and protein 
location on photosensitization of the plasma membrane. Biochim. Biophys. Acta, 1196, 
172-180.  
 
43) Umemura, S., Yumita, N., Umemura, K., and Nishigaki, R. (1999). Sonodynamically 
induced effect of rose bengal on isolated sarcoma 180 cells. Cancer Chemother. Pharmacol. 
43, 389-393.  
 
44) Fischer, E., and Varga, F. (1979). Hepatic storage and biliary excretion of rose bengal in the 
rat. Acta physiol. Acad. Sci. hung., 54, 89-94.  
 
45) Nakajima, S., Sakata, I. and Takemura, T. (1996). Mechanism of accumulation of porphyrin 
derivatives in tumor tissues and its application to the diagnosis and treatment of cancer. 
Drug Delivery System, 11,105-110.  
 
46) Nakajima, S., Hayashi, H., Omote, Y., Yamazaki, Y., Hirata, S., Maeda, T., Kubo, Y., 
Takemura, T., Kakiuchi, Y., Shindo, Y., Koshimizu, K., and Sakata, I. (1990). The 
tumor-localizing properties of porphyrin derivatives. J. Photochem. Photobiol., B: Biol. 7, 
189-198.   
 
47) Dougherty, T. J. (1987). Photosensitizers: Therapy and detection of malignant tumors. 
Photocem. Photobiol., 45, 879-889.   
 
48) Matsumura, Y., and Maeda, H. (1986). A New concept for macromolecular therapeutics in 
cancer chemotherapy: Mechanism of tumoritropic accumulation of proteins and the 
antitumor agent Smancs. Cancer Res., 46, 6387-6392.  
- 108 - 
 
49) Maeda, H., Wu, J., Sawa, T., Matsumura, Y., and Hori, K. (2000). Tumor vascular 
permeability and the EPR effect macromolecular therapeutics: a review, J. Control. Release, 
65, 271-284.  
 
50) Matsumura, Y., and Maeda, H. (2009). Preclinical and clinical studies of anticancer 
agent-incorporating polymer micelles. Cancer Sci. 100, 572-579. 
 
51) Nakajima, S., Takemura, T., and Sakata, I. (1995). Tumor-localizing activity of porphyrin 
and its affinity to LDL, transferrin. Cancer Lett., 92, 113-118.   
 
52)中島 進, 坂田 功, 竹村 健. （2000）. PDT（Photodynamic Therapy）薬剤の新展開. BME, 
14, 29-34. 
 
53) Lamberts, J. J. M., and Neckers, D. C. (1984). Rose bengal and non-polar derivatives: The 
birth of dye sensitizers for photooxidation. Z. Naturforsch., 39b, 474-484.  
 
54) Lamberts, J. J. M., and Neckers, D. C. (1985). Rose bengal derivatives as singlet oxygen 
sensitizers. Tetrahedron, 41, 2183-2190.  
 
55) Sugita, N., Kawabata, K., Sasaki, K., Sakata, I., and Umemura, S. (1997). Synthesis of 
amphiphilic derivatives of rose bengal and their tumor accumulation. Bioconjugate Chem., 
18, 866-873.  
 
56) Neckers, D. C., and Valdes-Aguilera, O. M. (1993). Photochemistry of the xanthene dyes. 
in: Volman, D. H., Hammond, G. S., and Neckers, D. C. (Eds.), Advances in photochemistry, 
18, 316-394. New Jersey: John Wiley & Sons, Inc.  
 
57) Kim, Y., Song, R., Kim, D. H., Jun, M. J., and Sohn Y. S. (2003). Synthesis, biodistribution 
and antitumor activity of Hematoporphyrinplatinum (II) conjugates. Bioorg. Med. Chem, 11, 
1753-1760.  
 
58) Zheng, G., Potter, W. R., Camacho, S. H., Missert, J. R., Wang, G., Bellnier, D. A., 
Henderson, B. W., Rodgers, M. A., Dougherty, T. J., and Pandey, R. K. (2001). Synthesis, 
photophysical properties, tumor uptake, and preliminary in vivo photosensitizing efficacy of 
a homologous series of 3-(1’-alkyloxy)ethyl-3-devinylpurpurin-18-N-alkylimides with 
variable lipophilicity. J. Med. Chem., 44, 1540-1559.  
- 109 - 
 
59) Zhang, X., Su, Z., Ballinger, J. R., Rauth, A. M., Pollak, A., and Thornback, J. R. (2000). 
Targeting hypoxia in tumors using 2-nitroimidazoles with peptidic chelators for 
technetium-99m: Effect of lipophilicity. Bioconjugate Chem., 11, 401-407.  
 
60) Umemura, S., Yumita, N., Kaneuchi, M., Okano, Y., Magario, N., Ishizaki, M., Shimizu, K., 
Sano, Y., Umemura, K., and Nishigaki, R. (1997). Sonodynamically induced in vitro cell 
damage enhanced by adriamycin. Cancer Lett., 121, 195-201.   
 
61) Yumita, N., Umemura, S., Kaneuchi, M., Okano, Y., Magario, N., Ishizaki, M., Shimizu, K., 
Sano, Y., Umemura, K., and Nishigaki, R. (1998). Sonodynamically induced cell damage 
with fluorinated anthracycline derivative, FAD104. Cancer Lett., 125, 209-214. 
 
62) Kawabata, K., and Umemura, S. (1996). Use of second-harmonic superimposition to induce 
chemical effects of ultrasound. J. Phys. Chem., 100, 18784-18789.  
 
63) Kawabata, K., and Umemura, S. (1993). Highly efficient Sonochemical reaction with a 
switched spiral focal field. Ultrasonics, 31, 457-462.  
 
64) Crum, L. A. (1979). Tensile strength of water. Nature, 278, 148-149.  
 
65) 川畑 健一. （1997） 水溶液系での音響キャビテーション閾値低下に関する研究. 株式会
社日立製作所中央研究所所内資料. 
 
66) Rosenthal, I, Sostaric, J. Z., and Riesz, P. (2004). Sonodynamic therapy. -a review of the 
synergistic effects of drugs and ultrasound-. Ultrason. Sonochem., 11, 349-363. 
 
67) Hartman P. E., Harman Z., and Ault K. Y. (1990). Scavenging of singlet molecular oxygen 
by imidazole compounds: high and sustained activities of carboxy terminal histidine 
dipeptides and exceptional activity of imidazole-4-acetic acid. Photochem. Photobiol., 51, 
59-66.   
 
68) Aruoma, O. I., Halliwell, B., Hoey, B.M., and Butler, J. (1989). The antioxidant action of 
N-acetylcysteine: Its reaction with hydrogen peroxide, hydroxyl radical, superoxide, and 
hypochlorous acid. Free Radic. Biol. Med., 6, 593-597.  
 
 
- 110 - 
 
69) Goldstein, S., and Czapski, G. (1984). Mannitol as OH scavenger in aqueous solutions and 
biological systems . Int. J. Radiat. Biol., 46, 725-729.   
 
70) Yumita, N., Iwase, Y., Nishi, K., Ikeda, T., Umemura, S., Sakata, I., and Momose, Y. (2010). 
Sonodynamically induced cell damage and membrane lipid peroxidation by novel porphyrin 
derivative, DCPH-P-Na(I). Anticancer Research, 30, 2241-2246.  
 
71) Saad, A. H., and Hahn, G. M. (1989). Ultrasound enhanced drug toxicity on Chinese 
hamster ovary cells in vitro. Cancer Res., 49, 5931-5934. 
 
72) Akimoto, R. (1985). An experimental study on enhancement of the effect of anticancer drug 
by ultrasound. J. Jpn. Soc. Cancer Therapy, 20, 562–570. 
 
73) Mohamed, M. M., Mohamed, M. A., Fikry, N. M. (2003). Enhancement of antitumor effects 
of 5-fluorouracil combined with ultrasound on Ehrlich ascites tumor in vivo. Ultrasound 
Med Biol. 29, 1635-1643. 
 
74) Tachibana, K., Kimura, N., Okumura, M., Eguchi, E., and Tachibana, S. (1993). 
Enhancement of cell killing of HL-60 cells by ultrasound in presence of photosentizing drug 
photofrin II, Cancer Lett. 72, 195–199. 
 
75) 技術研究組合. （2003）. 超音波治療システム.新エネルギー・産業技術総合開発機構 健
康寿命延伸のための医療福祉機器高度化プログラム 研究成果報告書, 24-28.  
 
76) Tachibana, K., and Tachibana, S. (1995). Albumin microbubble echo-contrast material as an 
enhancer for ultrasound accelerated thrombolysis. Circulation, 92, 1148-1151. 
 
77) Chavrier, F., Chapelon, J. Y., Gelet, A., and Cathignol, D. (2000). Modeling of high-intensity 
focused ultrasound-induced lesions in the presence of cavitation bubbles. J. Acoust. Soc. Am., 
108, 432-440. 
 
78) Holt R. G., and Roy R. A. (2001). Measurements of bubble-enhanced heating from focused, 




- 111 - 
 
79) Sokka, S. D., King, R., and Hynynen, K. (2003). MRI-guided gas bubble enhanced 
ultrasound heating in in vivo rabbit thigh. Phys. Med. Biol., 48, 223-241. 
 
80)Kaneko, Y., Maruyama, T., Takegami, K., Watanabe, T., Mitsui, H., Hanajiri, K., Nagawa, H., 
and Matsumoto, Y. (2005). Use of a microbubble agent to increase the effects of high 
intensity focused ultrasound on liver tissue. Eur. Radiol., 15, 1415-1420. 
 
81) Umemura, S., Kawabata, K., and Sasaki, K. (2005). In vivo acceleration of ultrasonic tissue 
heating by microbubble agent. IEEE Trans. Ultrason. Ferroelectr. Freq. Contro., 52, 
1690-1698. 
 
82) Holland, C. K., and Apfel, R. E. (1990). Thresholds for transient cavitation produced by 
pulsed ultrasound in a controlled nuclei environment. J. Acoust. Soc. Am., 88, 2059-2069. 
  



























































1. Sonodynamic Treatment with Cavitation-Promoting Agent Activated by Second-Harmonic 
Superimposed Progressive Waves 
The Journal of the Acoustical Society of America, 110 (2001), 2670 
Shin-ichiro Umemura, Ken-ichi Kawabata, Nami Sugita and Kazuaki Sasaki 
学位論文第 2章、第 4章 
 
2. Sonodynamic Cancer Treatment with Cavitation-Promoting Agent 
2nd International Symposium on Therapeutic Ultrasound, (Ed. M. A. Andrew, et al),   
(2003), 539-543 
Ken-ichi Kawabata, Nami Sugita, Kazuaki Sasaki, and Shin-ichiro Umemura 
学位論文第 2章、第 4章 
 
3. Sonodynamic Approaches to Tumor Treatment 
International Congress Series, 1274 (2004), 164-168, State of the Art: Ultrasonics in 
Medicine. Proceedings of the 7th Congress of the Asian Federation of Ultrasound in 
Medicine and Biology 
Shin-ichiro Umemura, Ken-ichi Kawabata, Nami Sugita, Kazuaki Sasaki and Nagahiko 
Yumita 
学位論文第 2章、第 4章 
 
4. Synthesis of Amphiphilic Derivatives of Rose Bengal and their Tumor Accumulation 
Bioconjugate Chemistry, 18 (2007), 866-873  
Nami Sugita, Ken-ichi Kawabata, Kazuaki Sasaki, Isao Sakata and Shin-ichiro Umemura 
学位論文第 2章 
 
5. Sonodynamically Induced Cell Damage Using Rose Bengal Derivative 
Anticancer Research, 30 (2010), 3361-3366 




- 116 - 
 
6. Sonodynamically-Induced Cytotoxicity by Rose Bengal Derivative and Microbubbles in 
Isolated Sarcoma 180 cells 
Japanese Journal of Applied Physics, 54 (7S1) (2015), 07HF16 
Nami Sugita, Mami Hosokawa, Naoki Sunaga, Yumiko Iwase, Nagahiko Yumita, Toshihiko 




1. Synthesis of Amphiphilic Derivatives of Rose Bengal for Cancer Treatments Using 
Ultrasound 
Pacifichem. (2000) Hawaii 
Nami Sugita, Ken-ichi Kawabata, Kazuaki Sasaki, Shin-ichiro Umemura and Isao Sakata 
学位論文第 2章、第 4章 
 
2. Approaches for Promoting and Suppressing Acoustic Cavitation for Therapeutic Application 
The 7th Meeting of the European Society of Sonochemistry (2000) Biarritz-Guéthary 
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